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目的：评价乳管灌洗液中脱落细胞 DNA 倍体分析及 Ki-67 表达对乳腺肿瘤早期
诊断的价值，以提高早期乳腺癌的诊断率，并通过脱落细胞 Ki-67 的表达情况进
一步评估乳腺癌的恶性程度。   
方法：对乳头溢液的患者进行乳管镜检查，收集乳管灌洗液，共 60 例，分为乳
管镜下非肿块组（I 组）30 例，乳管镜下肿块组（II 组）30 例。对其分别进行
HE 染色行细胞学检查， Feulgen 染色行 DNA 倍体分析，采用配对资料的 X2 检
验，并进一步行关联性分析，分析两者与术后病理的相关性，以确定其诊断价值；
免疫细胞化学法测定灌洗液中脱落细胞 Ki67 的表达，采用 Kruskal-Wallis 秩和检
验及组间比较，进行统计学分析，确定 Ki67 评估乳腺良恶性疾病的价值。 
结果：1、乳管灌洗液细胞学检查 I 组良性病例 29 例，恶性病例 1 例；II 组良性
病例 24 例，恶性病例 6 例；II 组结果与术后组织病理做配对资料的 X2 检验及关
联性分析，结果 P＞0.05，差异无统计学意义，做关联性分析，X2=13.50，P＜0.05，
两者有关联，r=0.557。2、乳管灌洗液 DNA 倍体分析良性病例（包括正常细胞
及增生细胞）51 例；恶性病例（倍体异常细胞）9 例；其中 I 组良性病例 30 例，
恶性病例 0；II 组良性病例 21 例，恶性病例 9 例；II 组结果与术后组织病理做配
对资料的 X2 检验及关联性分析，结果 P＞0.05，差异无统计学意义，做关联性分
析，X2=7.143，P＜0.05，两者有关联，r=0.439。3、乳管灌洗液细胞学检查结合
DNA 倍体分析，I 组良性病例 29 例，II 组良性病例 21 例，恶性病例 6 例，II 组




准确率，乳管灌洗液免疫细胞化学 Ki67 测定可对乳腺癌的恶性程度做出估计。 
















Object   To evaluate the early diagnostic value of breast tumor by DNA ploid 
analysis of cast-cells and the expression of Ki-67 in duct lavage fluid. And to evaluate 
the level of malignancy of breast cancer by the expression of ki67 in duct lavage fluid. 
Methods   60 patients who had nipple discharge were examined by fiber optic 
ductoscope. And 60 patients were divided two groups (I group and IIgroup) according 
to the result of endoscopy. I group (30 patients) was nontumorous, and II group (30 
patients) was tumorous. The ductal lavage was collected for cytological examination 
with HE staining and DNA pioid analysis with Feulgen staining and to detect the 
expression of Ki67 with immunocytochemical staining. We use the X2 of matched 
data and the association analysia to compare the results of HE and／or DNA pioid 
analysis and pathological results. And we use Kruskal-Wallis rank sum test and 
intergroup comparison to test the expression of Ki-67. 
Results   1. In cytological examination, I group have 29 benign cases and 1 
malignant case; II group have 24 benign cases and 6 malignant cases; We maked the 
correlation analysis about the results of II group with the pathology of postoperation 
breast tissue. The results displayed P＞0.05,X2=13.50,P＜0.05,r=0.557. 2. In DNA 
ploid analysis, there are 51 benign cases and 9 malignant cases, I group have 30 
benign cases and 0 malignant case; II group have 21 benign cases and 9 malignant 
cases; We also maked the correlation analysis about the results of II group with the 
pathology of postoperation breast tissue. The results displayed P＞0.05, X2=7.143,P
＜0.05,r=0.439. 3. In cytological examination and DNA ploid analysis,  I group have 
29 benign cases; II group have 21 benign cases and 6 malignant cases. We maked the 
correlation analysis about the results of II group with the pathology of postoperation 
tissue. The results displayed P ＞ 0.05,X2=14.718,P ＜ 0.05,r=0.601. 4. In 
immunocytochemical staining, the expression of Ki67 in normal was lower than the 
expression in benign tumor, and the expression of Ki67 in benign tumor was lower 
than the expression in malignant tumor. 















cast-cells of ductal lavage may contribute to distinguish benign from malignant breast 
ductal diseases. And the expression of Ki67 in the cast-cells of ductal lavage may 
evaluate the level of malignancy of breast cancer. 
Key words   fiber optic ductoscope; nipple discharge; cytological examination; 
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恶性肿瘤的指标 【14】。目前，主要采用流式细胞术 （flow cytometry, FC M )和细












































































2.1  主要实验试剂：  
（1）95%乙醇； 
（2）苏木素-伊红染液； 
（3）BS 固定液（160ml 甲醇+30ml 甲醛+10ml 冰醋酸）； 
（4）5N 盐酸（210ml 浓盐酸+290ml 蒸馏水）； 
（5）Feulgen 染色染料（染料 A：乙酸硫堇 0.2g+染料 B：偏重亚硫酸钠 0.2g+5N




（9）鼠抗人 Ki67 单克隆抗体； 
（10）DAB 显色试剂盒； 
以上实验试剂均由厦门市中医院病理科提供。 




3.1 标本采集  患者平卧位，常规消毒乳房皮肤，铺无菌孔巾，寻找溢液的
乳管开口，用 5 号泪道探针扩张器扩张乳管，注入 2%利多卡因 0.5～1.0 mL，

















24 h 禁浴。 
3.2 涂片及固定  对所收集液体进行离心（1000 r/min，5min），根据管底细胞沉
淀的多少滴加细胞分散液，制成细胞悬浮液后涂片（3 张），待玻片干燥后，固
定（HE 及 DNA 染色用 95%的乙醇固定，免疫细胞化学染色用冷丙酮固定）。后
分别进行 HE 染色，免疫细胞化学染色，Feulgen 染色。 
3.3 HE 染色 
3.3.1 固定好的玻片放入苏木素染液中染色 5min； 
3.3.2 盐酸酒精风化，流水中反蓝 10min； 




3.4 Feulgen 染色 
3.4.1  将 95%固定好的玻片置 BS 固定液中固定 28min； 
3.4.2  流水洗涤 4-5 次； 
3.4.3  5N 盐酸酸解 1h； 
3.4.4  流水洗涤 4-5 次； 
3.4.5  玻片置染液中染色 75min； 
3.4.6  流水洗涤 4-5 次，后清水中浸洗 15min； 
3.4.7  脱水； 
3.4.8  吹干、封片。 
3.5  免疫细胞化学染色：采用 Elivison 二步法，DAB 显色 
3.5.1  将冷丙酮固定好的玻片用 PBS 缓冲液洗 3 遍，每次 5min； 
3.5.2  3%H2O2 消除内源性过氧化物酶，10min； 
3.5.3  PBS 缓冲液洗 3 遍，每次 5min； 
3.5.4  一抗，4 度冰箱过夜； 















3.5.6  二抗（A 液、B 液），室温各 10min； 
3.5.7  PBS 缓冲液洗 3 遍，每次 5min； 
3.5.8  DAB 显色； 
3.5.9  流水冲洗，苏木素复染，盐酸酒精风化，脱水； 
3.5.10 封片。 
3.6 结果判定 








    
图为正常乳管                         图为乳管炎 
   
   图为乳管内乳头状瘤（病）                图为导管内癌 

























3.6.3  DNA 倍体分析方法   对脱落细胞行 Feulgen 染色。采用全自动图像分析
仪进行测定，对切片进行扫描，以淋巴细胞核 DNA 含量平均值为二倍体对照值
进行测定, 经计算机进行 DNA 倍体分析，以 DNA 指数（DI 值）作为参照标准：
①正常细胞：DI 值<1.5；②增生细胞：DI 值介于 1.5-2.5 之间；③倍体异常细胞：
DI 值>2.5，并人为的去掉那些核相互重叠的细胞或杂质。 
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